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論　文　内　容　の　要　旨
〔目　的〕
ヒト線維芽細胞は、培養下で有限寿命、すなわち、細胞は約50回の分裂を行うと分裂能力を
失うことが知られている。このことにより、個体寿命の重要な原因であるとする仮説も生まれ
た。
ハイドロコーチゾン（HC）は、寿命延長を起こす試薬の一つで、最もよく研究されている。
HCによる寿命延長効果の特徴は、1．継代培養の初期の細胞で効果が大きく、後期及び末期の
細胞で効果はみられない　2．HCにより寿命が延長した場合にも、細胞は老化の特徴的な形態
を示す　3．組織特異性があり、肺組織由・来の細胞のみを寿命延長する、などである。
今までに知られているHCの主な薬理作用は、抗炎症性と、免疫抑制である。これと同様に
免疫系の修飾効果をもつ薬剤の一つにNeurotoropin（NSP）がある。そこで、このNSP
のヒト線維芽細胞の細胞寿命に対する効果を調べ、HCの寿命延長効果と比較した。以下の研
究は、細胞寿命という培養系における老化の指標を通して、その発現機構を操ることにより、
個体老化の本質解明の第一歩になるものと考える。
〔方　法〕
18過令（♀）及び21週令（♂）ヒト胎児の肺・心臓・皮膚より線維芽細胞を取り出した0こ
れらをPDL（細胞集団分裂回数；細胞寿命を示す単k）0の細胞とした。NSPは、家兎に
種痘ウイルス接種後、その皮膚組織から抽出、除タンパクした薬剤である。細胞増殖に対する
効果を知るために、肺由来の細胞を1×105個シャーレにまき、0－200／Jg／mlのNSPを含
むMFHF培養液（MEM、10％FBS、28mM HEPES、1．5〃g／mlファンギゾン）を加え
た。10日間培養後、細胞数を算定した。
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●NSPによる細胞寿命延長効果に関する実験に、肺、皮膚、心臓由来の継代初期細胞を用い
た。細胞を1×105個まき、0、40、80pg／mlNSPを含むMFHF培養液中で一定期間培
養後細胞数を算定し、再び1×105個をまいた。この操作を繰り返し、細胞寿命に達するまで培
養を続けた。
次に、個々の細胞の増殖に対するNSPの効果はクローン培養により行った。継代初期と後
期の肺及び心臓由来の細胞各400個を、0、40、80pg／ml NSPを含むMFHF培養液中に
まき、24、個、72時間培養後、各クローン中の細胞数を算定した。
NSP中のHC含量は、塩化メチレンで抽出後、蛍光法で測定する臼井らの方法で行った。
〔結　果〕
樹立したと卜胎児線維芽細胞株SH－18L（肺由来）、SH－18H（心昭由来）、SH－21S
（皮膚由来）各細胞の寿命は、各々PDL60、10、40であった。
細胞増殖を促進するNSPの濃度は、継代中期または後期の細胞を用いた場合20～80！lg／hl
であった。40～80pg／ml NSP濃度で最大効果が得られ、200pg／mlでは阻害効果を示し
た。一方、継代初期細胞に対しては、NSPは増殖促進の効果を示さなかった。
寿命延長に対するNSPの効果は、継代初期の細胞を用いた場合、用いた細胞全てに対して
見られた。各細胞の寿命延長は、SH－18Lが‾5．4％、SH－18Hが16．5％、SH－21Sが18．8
％であった。また、SH－18L継代後期の細胞でも8．7％寿命延長があった。
クローン培養における各細胞へのNSPの増殖促進の効果は、用いた全ての細胞で見られな
かった。また、未分裂細胞の分裂細胞への変換も観察されなかった。
NSP中のHC含量は、NSP溶液中に3．6ng／ml以下であり、この値は、培養液中（80pg／ml
NSP）の濃度に換算すると、0．03ng／mlである。
〔考　察〕
NSPは40～80！lg／ml濃度で細胞増殖を促進し、柿、心臓、皮膚由来の線維芽細胞の寿命を
延ばした。HCもまた、細胞増殖の促進、寿命延長を行うことが知られている。NSPは組織
抽出物であるので、未同定物質を多く含んでいる。このことは、NSPの効果が、HC由来の
可能性を示す。しかし、NSPにはHCが寿命延長に必要な量の1／10000以下しか含まれてい
ないことが確認された。さらに、NSPとHCの効果にはいくつかの違いがある。HCは継代初
期の若い細胞に与えた場合、その寿命延長効果は大きく、肺由来細胞にのみ見られるが、一方、
NSPのその効果は、継代後期の細胞に対しても強く、組織特異性もみられないので、HCの効
果とは区別できる。
クローン培養実験から、NSPは、増殖因子が起こすような未分裂細胞の分裂細胞への変換
作用を持っていなかったこと、精製過程で除タンノ1クしてあることから、NSPの持つ作用が、
タンノ1ク性の増殖因子によることも否定された。以上のように、NSPは細胞増殖を促進し、寿
命を延長するHCや増殖因子とは異なる、新物質を含んでいると考えられる。
〔結　論〕
NSPは、肺由来の継代後期細胞に与えた時、細胞増殖を促進したが、継代初期細胞ではその
効果がなかった。また、肺、心臓、皮膚各組織由来のいずれの細胞に投与されても、その最大
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寿命を延長することができた。肺由来の継代後期細胞でも寿命延長効果は見られた。以上の効
果は、HC、増殖因子とは異なる物質によるものと結論できた。
学位論文審査の結果の要旨
ヒト線維芽細胞は培養下ではその寿命は有限であること、すなわち細胞は約50回の分裂を行
うと分裂能力を失うことが知られている。ハイドロコーチゾンはこの寿命を延長すると報告
されている。この論文の著者は、ハイドロコーチゾンに類似した抗炎症作用と免疫修飾作用を
もつノイロトピンが線維芽細胞の寿命延長に与える効果を検索した。ヒト線維芽細胞は18週令
と21過令のヒト胎児の肺、心臓、皮膚より採取したものを細胞集団分裂回数値0として使用し
た。ノイロトロビンは家兎に牛痘ウイルス接種後、その皮膚組織から抽出し除蛋白したもので
ある。まず、ヒト胎児線維芽細胞の細胞集団分裂回数は肺由来株（SH－18L）は60、心臓由来
株（SH－18H）は10、皮膚由来株（SH－21S）は40であった。次いで、ノイロトロビンの細
胞増殖効果を調べるために各種の濃度のノイロトロビンを用い、10日間の培養後、細胞数を算
定した。この結果、細胞増殖効果はノイロトロビンの濃度40～80〟g／mlで最大であること、ま
た、ノイロトロビンは継代中期または後期の細胞に効果を現すが、継代初期の細胞には効果が
ないことが解った。寿命延長に対するノイロトロビンの効果は継代初期の細胞を用いた場合
SH－18L、SH，18H、SH－21Sについて5．4％、16．5％、18．8％の寿命延長が観察され
た。SH－18Lでは継代後期の細胞でも寿命延長が得られた。ハイドロコーチゾンはノイロト
ロビン中には極めて少量で、寿命延長に必要な量の1／10，000以下であることを確かめたので、
上記細胞株の寿命延長は純粋にノイロトロビンの作用によるものと考えられる。
以上の成績はノイロトロビンが培養における細胞寿命の延長に効果を現すことを証明したも
ので、この事は老化の問題の解明に手掛かりを与えるばかりでなく、in vitro発癌の研究に
も研究手段を与えると予想される。したがってこの論文は医学上価値ある論文と認められる。
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